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异柠檬酸脱氢酶 IDH1 第 132 位的突变高发于神经胶质瘤和急性髓性白血病
等疾病中，突变型的 IDH1 可以产生一种新的代谢产物 2-HG，已有研究证明，
2-HG 会抑制α-酮戊二酸依赖型的双加氧酶 TET2 的活性，这种抑制现象会导致
IDH1 突变细胞中 DNA 甲基化水平的上升。 
然而，在本论文中，我们发现了一种新的 2-HG 调控细胞内 DNA 甲基化水
平的方式——通过调节 DNA 甲基转移酶 DNMT1。2-HG 的处理会促进 DNMT1
与 RIP3 启动子区域的结合，导致 RIP3 启动子上 DNA 甲基化水平的提升及 RIP3
表达量的下调，最终抑制细胞坏死的发生。除此之外，在本论文中，我们还证明
了 2-HG 对 RIP3 表达量和对细胞坏死的抑制作用会增强细胞的成瘤性，进一步
证明了 RIP3 蛋白是重要的抑癌分子。我们的研究提出一种新的由 2-HG 介导的
生理机制方面的调控，这种由 IDH1 突变所引起的对细胞坏死的抵御会提升初期
癌细胞的存活概率，最终会导致肿瘤的形成。 
综上所述，本论文发现了一种新的 2-HG 调控 DNA 甲基化的方式，并且发


















The mutation in isocitrate dehydrogenases 1 (IDH1) at R132 confers a new function 
to this enzyme, which can produce a new metabolite named 2-hydroxyglutarate 
(2-HG). It has been proved that 2-HG can inhibit the activity of α-KG-dependent ten 
eleven translocation dioxygenases (TET2) due to the similar structure between 2-HG 
and α-KG. And this kind of inhibition will lead to DNA hypermethylation in cells 
expressing mutant IDH1.  
 
Here we found that DNA methyltransferase 1 (DNMT1) is a new target of 2-HG. 
2-HG produced by mutant IDH1 resulted in hypermethylation of the RIP3 promoter, 
which can consequently reduce protein level of RIP3 and thus suppress the 
necroptosis. And we discovered that the hypermethylation of the RIP3 promoter is 
mediated by DNMT1. 2-HG can enhance the interaction between DNMT1 and RIP3 
promoter, and then reduce the expression level of RIP3.  
 
In addition, the inhibition of RIP3 protein level had a good correlation with IDH1 
mutant status in human glioma samples. And ectopic expression of RIP3 in 
transformed IDH1-mutated MEF inhibited the growth of tumors. In conclusion, our 
research sheds light on a previously unknown mechanism of 2-HG-induced DNA 
hypermethylation, and suggests that impaired necroptosis contributes to the 
tumorigenesis driven by IDH1 mutations. 
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Toll 样受体 TLRs（Toll-like receptors）以及病毒 DNA 和 RNA 的受体等，其相应
的配体，如肿瘤坏死因子 TNF（Tumor necrosis factor-α）、FasL、脂多糖 LPS 
（Lipopolysaccharide）及病毒 RNA 等可以和相应受体结合，诱导细胞坏死。在
引起细胞坏死的众多机制中，TNF 引起的细胞坏死是目前使用最多且研究得最















细胞坏死的具体机制为：TNF 与其受体 TNFR 结合，引起 TNFR 发生寡聚
化而形成同源三聚体，同时 TNFR 的胞内结构域变化，募集一系列蛋白共同组成
复合体Ⅰ（complex Ⅰ）。复合体Ⅰ包括肿瘤坏死因子 1 型受体相关的死亡结构
域蛋白（TNFR1 associated death domain protein，TRADD）、RIP1(Receptor 
interacting protein 1)、TRAF2(tumor necrosis factor receptor-associated factor)、
cIAP(cellular inhibitor of apoptosis proteins)等蛋白。之后复合体Ⅰ会从细胞膜上脱
落，TRADD 和 RIP1 会募集 Caspase-8 和 FADD 形成新的复合体Ⅱ，复合体Ⅱ包
括去泛素化的 RIP1、Caspase-8、TRADD 和 FADD，复合体Ⅱ可以通过被激活的
Caspase-8 诱导细胞凋亡。Caspase-8 会抑制 RIP1 和 RIP3，因此当细胞内存在 RIP3




图 1.1.1 TNF 诱导下形成的复合体Ⅰ、复合体Ⅱ和复合体Ⅱb
 




















的 NIH-3T3 细胞发生不同方式的细胞死亡。不表达 RIP3 的 A 细胞只能发生细胞
凋亡，而表达 RIP3 的 N 细胞却能发生细胞坏死。此外在敲低了 RIP3 表达量的
N 细胞中，细胞坏死的现象会被抑制。同时，在不表达 RIP3 的 A 细胞中回补
RIP3 蛋白，则细胞坏死可以发生。因此，RIP3 是细胞坏死中的关键分子，并且
也是决定细胞的死亡方式走向细胞凋亡还是细胞坏死的关键分子开关[2]。 
1.1.2.2 MLKL 是 RIP3 下游的关键蛋白 
在 2012 年，Sun 和 Zhao 等人共同发现 MLKL(Mixed Lineage Kinase 
Domain-Like Protein)是 RIP3 下游介导细胞坏死的关键效应蛋白。Sun 等人通过
大规模的药物筛选找到了一种可以有效抑制细胞坏死的药物 NSA，并通过免疫
共沉淀和质谱鉴定的方法找到了 NSA 的作用靶点——MLKL[3]。缺失 MLKL 的
细胞无法执行细胞坏死，但 RIP1 和 RIP3 依然可以相互作用，因此证明了 MLKL
位于 RIP3 的下游。在细胞坏死的过程中，RIP3 可以募集 MLKL，并通过磷酸化
MLKL 的 T357 和 S358 位点激活 MLKL，赋予 MLKL 介导细胞坏死的能力。 































1.2 DNA 甲基化概述 
DNA 甲基化是一种重要的表观遗传修饰方式，涉及碱基的共价修饰，但并
不改变碱基之间的配对方式和 DNA 所携带的遗传信息。但 DNA 甲基化可以通
过修饰碱基而改变 DNA 的功能，如：影响 DNA 与转录因子等蛋白的结合能力，
因此 DNA 甲基化有调节基因表达水平的功能。 
真核生物的 DNA 甲基化修饰形式有且只有 5-甲基胞嘧啶（5-meC）一种，
主要发生在位于基因 5’端的 CpG 岛上，该区通常有 1~2kbp 大小，序列富含 GC，
且有大量的 5’-CpG-3’二核苷基序。CpG 岛的位置决定了 DNA 甲基化的发生会
抑制 5’端启动子的功能，当位于启动子附近的 CpG 岛发生甲基化的时候，会通
过抑制特定的转录因子的结合或募集甲基化的 DNA 结合蛋白等途径起到抑制相
关基因转录和表达的功能。 
真核细胞内主要负责 DNA 甲基化的酶是 DNA 甲基转移酶（DNA 
methyltransferase，DNMT）家族蛋白，包括：DNMT1，DNMT3a，DNMT3b。
其中 DNMT1 主要负责维持 DNA 链上的甲基化状态，将复制产生的未甲基化的
DNA 子链上加上甲基。DNMT3 家族主要负责产生新的甲基化位点。除了形成
和维持 DNA 甲基化之外，真核细胞中也会发生 DNA 的去甲基化，去甲基化功
能主要由双加氧酶 TET 家族的蛋白（ten eleven translocation dioxygenases，TET）
























图 1.2.1 DNA 甲基化和去甲基化示意图 
 
（Jeltsch A, New concepts in DNA methylation, 2014） 
 
    DNA 的甲基化是细胞中的一种重要的表观遗传调节方式，因为 DNA 甲基化
的异常会导致细胞内多种基因的表达沉默，最终造成各种疾病的发生。而抑制
DNMT1 的活性会使细胞中的一些由于 DNA 高甲基化导致表达沉默的抑癌基因
重新表达，因此很多 DNMT 的抑制剂作为抗癌药物的潜能也正在被开发。 
1.2.1 DNMT1 
DNMT1 主要负责维持细胞内的甲基化水平，在未甲基化的子链上维持原有
的甲基化位点。维持性的甲基化作用（maintenance of genomic methylation）在反
转录转座子的转录沉默、X 染色体的失活等过程中都有很重要的作用。 
甲基转移酶 DNMT1 由RFD 结构域（replication foci-targeting domain）、CXXC
结构域、BAH 结构域（bromo-adjacent homology）和 C 端具有甲基转移活性的
结构域（Methyltransferase domain）组成（图 1.2.2）。在 2011 年，Jikui Song 等
人分析了 DNMT1 的蛋白结构，研究发现 DNMT1 的 CXXC 结构域可以和未发
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